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SOX10 在膀胱癌细胞中促进内皮细胞增殖、迁移及成管的作用

朱文

(荆门市第二人民医院泌尿外科，湖北 荆门 448000)

[摘　要]	 目的：探 讨 S O X 1 0 在 膀 胱 癌 细 胞 中 促 进 内 皮 细 胞 增 殖 、 迁 移 和 成 管 中 的 作 用 。方法：利 用

Lipofectamine 2000在体外将SOX10 siRNA瞬时转染膀胱癌细胞株T24，转染48 h后利用Western印

迹检测T24细胞系中SOX10表达；收集SOX10 siRNA转染的T24细胞的条件培养基，用MTT法、

Transwel l法和小管形成实验观察其对人脐静脉内皮细胞(human umbi l ical  vein endothelial  cel l，

HUVEC)的增殖、迁移和成管能力的影响。结果：T24细胞转染SOX10 siRNA后，SOX10蛋白表达

明显降低。SOX10 siRNA转染组的条件培养基促HUVECs的增殖、迁移和成管能力较空白对照组和

阴性对照组明显降低，差异有统计学意义(P<0.001)。结论：SOX10在膀胱癌中可通过旁分泌的方

式影响内皮细胞的增殖、迁移和小管形成能力。
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Effect of SOX10 in bladder cancer cells on promoting 
endothelial cell proliferation, migration and tube formation

ZHU Wen

(Department of Urology, Jing Men NO.2 People’s Hospital, Jingmen Hubei 448000, China)

Abstract Objective: To investigate the effect of SOX10 on bladder cancer cells promoting human umbilical vein endothelial 

cell (HUVEC) proliferation, migration and tube formation. Methods: SOX10 siRNA was transiently transfected 

into bladder cancer cell line T24 in vitro by Lipofectamine 2000. The expression of SOX10 was examined by 

Western blot 48 h after transfection. The conditioned media from SOX10-siRNA-transfected T24 cells was 

collected, and MTT assay, Transwell assay and tube formation assay were used to evaluate the effect of conditioned 

media on HUVECs proliferation, migration and tube formation. Results: The expression of SOX10 was decreased 

in T24 cells after SOX10-siRNA transfection. The effect of conditioned media from SXO10-siRNA-transfected 

T24 cells on proliferation, migration and tube formation of HUVECs was significantly decreased compared with 

blank control and negative control (P<0.001). Conclusion: SOX10 could influence the HUVECs proliferation, 

migration and tube formation via paracrine in bladder cancer.
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膀 胱 癌 是 中 国 最 常 见 的 泌 尿 系 恶 性 肿 瘤 ，

移 行 细 胞 癌 是 其 最 常 见 的 类 型 ， 约 占 所 有 膀 胱

癌 的 9 0 % [ 1 ] 。 膀 胱 癌 的 进 展 是 一 个 复 杂 的 多 步

骤 过 程 ， 其 中 所 涉 及 的 机 制 仍 然 不 明 。 S O X 1 0
是 转 录 子 家 族 S O X 的 一 员 ， 其 能 编 码 高 迁 移 率

族 蛋 白 ， 并 与 睾 丸 形 成 的 决 定 因 素 S R Y 密 切 相

关 。 S O X 1 0 最 初 与 神 经 嵴 细 胞 的 分 化 相 关 。 人

类 S OX 1 0 突变可导致 Wa a r d e n b u r g 综合征 [ 2 ]。近

年来，SOX 1 0亦涉及到肝细胞癌、膀胱癌、黑色

素瘤、胃癌等的发生发展 [3-6]。SOX10在膀胱癌中

过表达并与膀胱癌细胞的生物学行为密切相关。

本研究采用 S OX 1 0 的 s i R N A 转染人膀胱癌移行细

胞癌细胞株 T 2 4 ，收集其条件培养基，观察条件

培养基对于人脐静脉内皮细胞 ( h u m a n  u m b i l i c a l  
vein endothelial  cel l，HUVEC)的增殖、迁移和成

管作用。

1  材料与方法

1.1  材料

膀 胱 癌 细 胞 株 T 2 4 购 自 A T C C 。 S O X 1 0
的 s i R N A 和 阴 性 对 照 s i R N A 由 上 海 吉 玛

公 司 合 成 ， S O X 1 0  s i R N A 序 列 ： ( s e n s e ) 
5'-CCGUAUGCAGCACAAGAAATT-3'，(antisense) 
5'-UUUCUUGUGCUGCAUACGGTT-3'；阴性对照组

序列：(sense)5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'，
(antisense) 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'。
D M E M 培 养 基 购 自 美 国 H y c l o n e 公 司 ， 胎 牛

血 清 购 自 美 国 G i b c o 公 司 ； S O X 1 0 抗 体 购 自

英 国 A b c a m 公 司 ， 二 抗 购 自 美 国 S a n t a c r u z
公 司 ， 增 强 型 化 学 发 光 试 剂 ( E C L ) 购 自 美 国  
Pierce公司。

1.2  siRNA 的转染

对 数 生 长 期 的 T 2 4 细 胞 接 种 于 6 孔 板 ， 待 细

胞 融 合 为 6 0 % ~ 7 0 % 时 以 L i p o f e c t a m i n  2 0 0 0 转 染

s iR NA，按照操作说明书进行。Wester n印迹验证

转染效率。

1.3  条件培养基的收集

SOX10转染组T24细胞、空白对照组和阴性对

照组T24细胞按照3×10 5个/孔接种于6孔板，培养

24 h后更换培养基为含1% FBS的DMEM，继续培养

24 h后收集条件培养基，3 000 r/min离心10 min，

分装储存于−80 ℃备用。

1.4  MTT 法检测条件培养基对 HUVECs 增殖的影响

取对数生长期的HUVECs，以3 000个/孔接种

于96孔板，培养24 h后更换培养为条件培养基，继

续培养48 h，实验结束前4 h加入5 mg/mL的MTT 
2 0  μ L ，培养 4  h 后，弃培养液，各孔加入D M S O 
150 μL，室温振荡10 min。于酶标仪570 nm波长处

测定吸光度(OD)值。

1.5  迁移试验

取对数生长期的 H U V EC s ，条件培养基重悬

细胞，按2 × 1 0 4个/孔密度接种至Tran s wel l小室的

上室，下室内加入完全培养基。培养 2 4  h 后 P B S
冲 洗 2 次 ， 甲 醇 中 固 定 2  m i n ， 晾 干 后 于 1 % 结 晶

紫染液中染色2 5  m i n。倒置显微镜下每孔随机取  
5 个 视 野 ， 计 算 穿 至 小 室 膜 下 的 细 胞 数 ( 放 大 倍  
数×400)。

1.6  小管形成试验

M a t r i g e l 胶 稀 释 1 倍 后 加 入 9 6 孔 培 养 板 中 ，

3 7  ℃ 孵 箱 中 静 置 3 0  m i n ， 待 胶 凝 固 后 加 入 条 件

培养基重悬的 H U V EC s ( 1 × 1 0 4个 / 1 0 0  μ L) ，培养

4  h，相差显微镜观察成管数(放大倍数×100)。

1.7  Western 印迹

采 用 R I P A 裂 解 液 裂 解 细 胞 ， 提 取 细 胞 总

蛋 白 ， B C A 法 测 量 蛋 白 浓 度 。 S D S - PA G E ， N C
膜 转 膜 ， 5 % 脱 脂 奶 粉 封 闭 9 0  m i n ， 加 入 兔 抗 人

S OX 1 0 单克隆抗体 ( 1 : 1 0 0 0 ， A b c a m 公司 )和鼠抗

人 β - a c t i n 单克隆抗体 ( 1 : 1 0 0 0 ，北京中杉金桥公

司)，4 ℃过夜，二抗室温孵育90 min，采用化学

发光法检测目的条带，并采用Image J  图像分析系

统对Western印迹结果进行分析。

1.8  统计学处理

所 用 数 据 采 用 S P S S  2 0 . 0 统 计 学 软 件 进 行 处

理，定量资料以均数±标准差(x±s)表示，多组数据

比较采用方差分析，组间两两比较采用SNK分析，

以P<0.05为差异有统计学意义。
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2  结果

2.1  SOX10-siRNA 转 染 对 T24 细 胞 中 SOX10 
mRNA 和蛋白表达的影响

Western印迹结果显示SOX10-siRNA转染组T24
细胞中SOX10 mRNA和蛋白的表达量与空白对照组

和阴性对照组比较明显降低(图1)。

2.2  SOX10-siRNA 转染 T24 细胞对 HUVECs 增殖

的影响

用 M T T 法 检 测 空 白 对 照 组 、 阴 性 对 照 组 和

S O X 1 0 - s i R N A 转 染 组 T 2 4 细 胞 的 条 件 培 养 基 对

HUVCEs增殖的影响。空白对照组、阴性对照组和

SOX10-siRNA转染组的OD值分别为1.260±0.093，

1 . 2 3 6 ± 0 . 0 4 4 和 0 . 9 1 6 ± 0 . 0 5 7 ，差异有统计学意义

( P< 0 . 0 0 1，图2 )。SOX 1 0 - s i R N A转染组明显低于

空 白 对 照 组 和 阴 性 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.001)。空白对照组和阴性对照组差异无统计

学意义(P>0.05)。

2.3  SOX10-siRNA 转染 T24 细胞对 HUVECs 迁移

的影响

Tr a n s w e l l 法 检 测 空 白 对 照 组 、 阴 性 对 照 组

和S OX 1 0 - s i R N A转染组T 2 4细胞的条件培养基对

H U VCE s迁移影响。SOX 1 0 - s i R N A转染组迁移细

胞 数 ( 2 5 ± 5 ) 较 空 白 对 照 组 ( 7 1 ± 9 ) 和 阴 性 对 照 组

(67±12)明显减少，差异有统计学意义(P<0.001，

图3 )。空白对照组和阴性对照组之间差异无统计

学意义(P>0.05)。

2.4  SOX10-siRNA 转染 T24 细胞对 HUVECs 成管

的影响

Tr a n s w e l l 法 检 测 空 白 对 照 组 、 阴 性 对 照 组

和S OX 1 0 - s i R N A转染组T 2 4细胞的条件培养基对

H U VCE s成管影响。SOX 1 0 - s i R N A转染组小管形

成数 ( 8 ± 1 ) 较对照组 ( 1 4 ± 1 ) 和阴性对照组 ( 1 3 ± 2 )
明显减少，差异有统计学意义(P < 0 . 0 0 1，图4 )。

空白对照组和阴性对照组之间差异无统计学意义

(P>0.05)。

图1 SOX10 siRNA转染T24细胞后SOX10 mRNA(A)及蛋白

(B)表达情况

Figure 1 SOX10 mRNA (A) and protein (B) expression in T24 

cells transfected with SOX10 siRNA

图2 SOX10 siRNA转染T24细胞后其条件培养基对HUVECs

增殖的影响

Figure 2 SOX10 siRNA transfection T24 cells after conditioned 

medium on the proliferation of HUVECs
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图3 SOX10 siRNA转染T24细胞后其条件培养基对HUVECs迁移的影响

Figure 3 Effect of the conditioned medium on HUVECs migration after SOX10 siRNA transfection of T24 cells

图4 SOX10 siRNA转染T24细胞后其条件培养基对HUVEC细胞成管的影响

Figure 4 Effect of the conditioned medium on HUVEC cells into tubes after SOX10 siRNA transfection of T24 cells
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3  讨论

SOX10作为转录因子通过结合和激活目的基因

来调节各种细胞分化过程，尤其是在神经嵴衍生

物和成人神经系统发展过程中。近年来，大量证

据[7]表明：SOX10异常表达可见于各种疾病，包括

肿瘤。异常表达的SOX10与肿瘤进展密切相关，并

涉及肿瘤细胞的生物学行为。SOX10在不同的肿瘤

类型中作用机制也不相同。在肝细胞癌和鼻咽癌

中，SOX10作为一个肿瘤促进剂而在消化道肿瘤中

却是肿瘤抑制剂[3,8]。SOX10可通过诱导Nestin的表

达调节三阴性乳腺癌的肿瘤干细胞特征[9]。SOX10
在卵巢癌中高表达，细胞核中SOX10的表达是卵巢

癌预后的独立危险因素 [ 1 0 ]。SOX 1 0在腺囊癌中肿
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瘤干细胞样细胞的增殖和放疗抵抗中发挥关键作

用[11]。Fbxw7α可通过泛素化介导的降解调节SOX10
的稳定性，介导黑色素瘤细胞的迁移 [12]。亦有报 
道[4]显示：膀胱癌中SOX10过表达并与患者临床病

理特征密切相关，并提示预后差。因此SOX 1 0可

作为膀胱癌预后的分子标志物潜在的分子靶点。

SOX 1 0在肿瘤的生物学行为中发挥重要作用，但

SOX10是否涉及肿瘤的血管新生未见报道。

血管新生过程包括一系列步骤，如刺激内皮

细胞、周围毛细血管内皮基板的降解、内皮细胞

迁移、毛细血管出芽形成和血管成熟 [13]。血管新

生在恶性肿瘤中发挥必要作用。肿瘤的特征之一

为肿瘤细胞可分泌可扩散的细胞因子来诱发毛细

血管出芽和生长，毛细血管进而提供氧气和新的

营养物质来支持周围肿瘤的生长 [14]。因此，通过

抑制肿瘤血管新生来治疗肿瘤已经达到共识。本

研究结果显示：敲低膀胱癌细胞中SOX10表达后，

其条件培养基促进H U V EC s的增殖、迁移和成管

能力明显降低。结果表明SOX 1 0在膀胱癌的血管

新生中发挥重要作用。肿瘤的进展与肿瘤细胞分

泌到周围环境中的分子密切相关。分泌分子能够

通过自分泌或旁分泌方式靶向作用于其他细胞，

参与细胞的增殖、幸存、免疫逃逸、血管新生和

转移。分泌的蛋白组学是一套复杂的分泌分子，

包括各种细胞蛋白，通过典型或不典型的分泌方

式，例如胞外分泌和外来体转运 [15]。敲低膀胱癌

细胞中SOX10表达后，其分泌到细胞外的蛋白质组

学发生变化，引起肿瘤血管新生的胞外因子成分

发生改变，但本研究未对相关因子进行检测，这

或许是以后的研究重点。

综上所述， S OX 1 0 可通过影响 H U V EC s 的增

殖、迁移和小管形成在膀胱癌的血管新生中发挥

重要作用，SOX10或许可作为膀胱癌血管新生靶向

治疗的位点。
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